Objective: the goal of this research has been to evaluate the survival, in long and short term, of the patient receiving liver transplant for hepatocellular carcinoma (HCC), the risk of posttransplant tumor relapse and factors related to this complication.
INTRODUCTION
The HCC represents more than the 5% of the diagnosed tumors worldwide, and it is the fifth more frequent cancer in men and the eighth in women, causing 500.000 deaths per year (1) .
The resection surgery and the liver transplant are the only therapeutic options with healing potentiality for HCC patients, but its applicability is very limited by the degree of the hepatic function and the size of the tumor. The resection surgery is the first therapeutic line but it is meant for small sized HCC and only nodule with a preserved hepatic function and without portal hypertension. In these patients, despite a careful selection, the rate of tumor recurrence after 3 years might exceed the 50% of the chances after 5 years (2) .
With patients suffering unbalanced cirrhosis or multi-nodule HCC, the treatment to follow is the orthotropic hepatic transplant (OHT). These patients reach a survival rate of the 70% in 5 years, with a tumor recurrence inferior to the 15% when the candidates are selected by the Milan criteria (only nodule minor or equal to 5 cm, or up to 3 nodules of 3 cm or less) (3, 4) . The ablation of the tumor by means of percutaneous alcoholysis or radio frequency is included within the group of radical therapies by some authors, yet it bears a high rate of relapse and has considerable limits for its accessibility (5) (6) (7) .
Another alternative in the treatment for HCC is the transarterial chemoembolization (6, 8) , which has proved beneficial to patients with no healing options. This procedure can be applied in the pre-transplant period so as to prevent tumor growth, which is one of the causes for being excluded from the wait list in the 15-30% of the cases (9) . The size and the quantity of the nodules and the reaction to the chemoembolization have been credited as determining risk factors of post-transplant tumor growth and relapse (5, 10) .
The prognosis for HCC has been established upon the basis of various classification systems (TNM, Okuda) which were reviewed in the European Association for the Study of the Liver (EASL) conference that was held in Barcelona in 2000. This event gave special importance to the prognostic value of the stages of tumor development, the degree of affectation of the hepatic function, the general state of the patient and the effectiveness of the treatment. These four variants are included in the current tumor phasing methods such as the Cancer of the Liver Italian Program (CLIP), which combines four variants and offers a seven-stage classification system; and the Barcelona Clinic Liver Cancer (BCLC), which also uses four variants but distinguishes only four stages in the tumor development (4) .
We have retrospectively reviewed the results obtained from a wide group of patients who received a liver transplant for HCC in order to analyze their survival in long term and the factors that determine the risk of tumor relapse after the transplant.
PATIENTS AND METHODS

Patients
The sample for this retrospective study has been transplant patients for HCC from 1989 to 2003. Transplant indications for patients with HCC were strictly adapted to the Milan criteria since 1996 (11) . Between 1989 and 1996 the selection of candidates had been made according to very similar limits, taken because of the generality of the transplant units (12) . There were some cases in which a patient was excluded from the selection: if the tumor had a size bigger than 6 cm; if there were 4 or more than 4 nodules; and those patients with signs of vascular invasion or extrahepatic dissemination (3, 4) . Ever since 1996 only three patients with tumors of 5-6 cm were accepted in a wait list, having previously passed a chemoembolization session, which managed to get the tumor size reduced. For this research we have included those patients with histological diagnosis of HCC in the hepatic explant, unknown before the transplant (incidental HCC).
Diagnosis
The diagnosis of HCC follows the recommendations agreed in the conference about HCC that took place in Barcelona in 2000 (4) , which unite histological criteria, high level of alphaphetoprotein and image techniques.
Before including the patient in a wait list, an exhaustive extension study (Doppler ecography, thoracic TC and bone gammagraphy) must be made so as to discard extrahepatic dissemination.
Analyzed variants and statistic analysis
The variants analyzed in this study are the following: age, sex, etiology of hepatopathy (C-virus, B-virus, alcohol and others), number of nodules, size of the biggest nodule (in the surgical piece), microscopic signs of invasion (vascular, capsular and lymphatic), tumor differentiation, patient death, cause of the death, time of development, tumor relapse and incidental tumor.
In this research a descriptive analysis of the series has been carried out. Student's T and Fisher's test have also been used. The analysis of the survival has been made according to Kaplan-Meier's method. Lastly, a univariate and multivariate logistic regression analysis has been performed in order to obtain the risk factors associated to post-transplant relapse. The research has been achieved using the statistics software SPSS version 8.1.
RESULTS
Descriptive analysis
Between 1989 and November 2003, 585 orthotopic liver transplants have been performed. Eighty one of them (13,8%) were for patients with grafted HCC. In 55 of those patients (67,9%) the tumor had been diagnosed before the transplant and confirmed in the explant. In the 26 remaining patients (32,1%) the HCC was found after the histopathological study (incidental HCC). Nine patients were women (11,1%) and 72 were men (88,9%). The average age was 53,8 ± 8,6 with a range from 22 to 68 years old. The most relevant results from this group are exposed in table I.
The most frequent etiology for cirrhosis was the Hepatitis C virus (HCV), with a whole of 41 patients (50,6%), followed by the alcohol (14 patients; 17,3%), then the hepatitis B virus (HBV) (9 patients; 11,1%) and lastly other less frequent causes (17 patients; 20,1%).
In 10 patients (12,3%) tumor relapse occurred. Twenty eight from the 81 patients group (34,6%) passed away, 9 cases (32,1%) due to tumor relapse. One patient with HCC relapse still lives nowadays. Six patients died because of viral relapse (21,4%), four by sepsis (14,3%), and the rest by other causes such as primary graft dysfunction, chronic rejection, multiorganic failure, sudden death, myocardial infarction, cerebral hemorrhage, digestive hemorrhage due to varices and suicide.
Analysis of survival
The survival of this group of patients was of the 80% the first year after the transplant was performed. In the next years there would be a progressive decrease of this percentage, coming down to the 61% for 5 years and 52% for 10 ( Fig. 1 ). The development of the patients with inci-dental HCC was worse than those who had the HCC diagnosed before the transplant, with an average survival of 5 ± 1,18 and 7 ± 1,35 years respectively (p = 0,0386), but this factor turned out to have no statistic significance in the multivariate analysis.
Patients who experienced tumor relapse had a clearly unfavorable development and most of them passed away during the first three years after the transplant (Log-Rank p < 0.05) (Fig. 2) .
Univariate analysis
The univariate analysis of the risk factors of tumor relapse after transplant gave statistic significance to the vascular invasion, the size of the biggest nodule and the degree of histological differentiation. The lymphatic invasion reached only marginal significance but it was included in the multivariate study.
In relation to the degree of differentiation, it is appreciated that a pronounced decrease of the survival occurs when the tumors are poorly differentiated, with an average survival of 9 ± 1,28 years in the well differentiated tumors, 6,83 ± 0,73 years in the moderately differentiated ones, and 1,3 ± 0,68 years in the poorly differentiated ones (p = 0,0107).
Patients with vascular invasion had higher rate of relapse (p = 0,007), which explains their low rate of survival.
The size of the nodule has also proved its statistic significance. According to Student's test, the risk of relapse was higher in patients with bigger tumors (p = 0,001) (Table II) .
Multivariate analysis
The multivariate study by means of logistic regression (considering the post-transplant relapse of HCC as a dependent variable) identified the size of the nodule (Table III) .
DISCUSSION
The HCC is the most frequent malignant tumor for the liver and it is clearly linked to the presence of hepatic cirrhosis. In the last few years there has been an important increase of its prevalence motivated by multiple factors, such as the higher survival of patients with cirrhosis, the development of the image techniques and the establishment of monitoring programs (13) .
In Europe, the 85-90% of the HCC appears upon hepatic cirrhosis (14) (15) (16) . In this group of patients the liver transplant is the selected treatment (4). The high rates of tumor relapse described in the initial stages (32-54%) and the consequent low rates of survival (< 40% in 5 years) originated a review of the transplant criteria for these patients. The size and quantity of the nodules got limited and those cases with microscopic vascular invasion or extrahepatic dissemination were discarded for transplant. This clinic practice got consolidated in the so-called Milan criteria (11, 17, 18) , which made it possible to communicate survival rates of the 70% for 5 years and percentages of relapse inferior to 15% (3, 4, 18) , very similar numbers to those obtained in our research.
The cause of death in 9 patients was tumor relapse (32% in this group). The second cause of decease was viral relapse, due especially to the C-virus. These data are similar to those published by other authors (19) .
The incidence of previously unknown HCC (incidental HCC) is quite variable. It depends on the bibliography and it oscillates between 15 and 50% (19) (20) (21) (22) . In the sample of our hospital it has been 32,1%. In spite of being described as a lower survival for incidental HCC patients, this condition has not been proved significant in the univariate and multivariate analyses.
Patients with tumor relapse see their survival drastically reduced. The univariate analysis reveals three parameters associated to this complication: the microscopic vascular invasion, the size of the nodules and the histological differentiation. These variables have been already validated and cited as risk factors by other authors (13, 19, (23) (24) (25) . In the multivariate analysis, only the size of the nodules and the vascular invasion have been proved to be independent risk factors, as some other authors have already said (13, 19, 23, 26) . The microscopic vascular invasion is a high risk factor of tumor relapse. It has been associated to the decrease of survival and must be considered as a key element in the development of strategies that prevent relapse after the transplant (26) . In fact, some studies have been aimed to find markers that help in selecting patients with a high risk of vascular invasion (27) .
The size of the nodules has been considered by some authors as a way to predict relapse and survival (28, 29) , yet in other groups it has not been possible to establish this relationship, partly due to problems of sample size (13, 30) . It must be taken into account that the size of the nodules analyzed in this study was obtained from the explant. This increases the accuracy of the analysis of the interaction between size and risk of relapse, but its value remains aside due to the discrepancies about the image techniques, in which the tumor stages are generally underestimated.
To sum up, the results of this study prove that with the current criteria for selecting candidates the tumor relapse is not very frequent. The microscopic vascular invasion and the size of the nodules allow predicting reliably a higher risk of recurrence. This group of patients with bad prognosis can take benefit from more suitable guidelines of immunosuppression within the frame of controlled clinic studies and a more intensive clinic monitoring. Conclusiones: el trasplante de hígado en pacientes seleccionados con CHC obtiene buenos resultados a medio y largo plazo. El riesgo de recidiva tumoral postrasplante se ha reducido notablemente y está asociado con el tamaño del nódulo y con la invasión vascular microscópica.
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INTRODUCCIÓN
El carcinoma hepatocelular (CHC) representa más del 5% de los tumores diagnosticados en el mundo, y es el quinto en frecuencia en hombres y el octavo en mujeres, causando 500.000 muertes por año (1).
La cirugía de resección y el trasplante hepático son la únicas opciones terapéuticas con potencialidad curativa para los pacientes con CHC, pero su aplicabilidad está muy limitada por el grado de función hepática y el tamaño del tumor. La resección quirúrgica constituye la primera línea terapéutica pero está limitada para CHC de pequeño tamaño y nódulo único, con una función hepática preservada y sin hipertensión portal. En estos enfermos, a pesar de una cuidadosa selección, la tasa de recurrencia tumoral a los 3 años puede exceder el 50% a los 5 años (2).
En pacientes con cirrosis descompensada o CHC multinodular el tratamiento de elección es el trasplante hepá-tico ortotópico (THO). En estos pacientes se consiguen tasas de supervivencia del 70% a los 5 años, con una recurrencia tumoral inferior al 15% cuando se selecciona a los candidatos con los criterios de Milán (nódulo único menor o igual a 5 cm o hasta 3 nódulos menores o iguales a 3 cm) (3, 4) . La ablación del tumor mediante alcoholización percutánea o radiofrecuencia es incluida por algunos autores en el grupo de terapias radicales, pero conlleva una elevada tasa de recurrencia y tiene límites considerables en su accesibilidad (5-7).
Otra de las alternativas en el tratamiento del CHC es la quimioembolización transarterial (6, 8) , que ha demostrado beneficio para el paciente sin opciones curativas. Este procedimiento puede aplicarse en el periodo pretrasplante con el objetivo de evitar la progresión tumoral, que es causa de exclusión de la lista de espera en un 15-30% de los casos (9) . El tamaño, el número de nódulos y la respuesta a la quimioembolización han sido reconocidos como factores determinantes del riesgo de progresión y de recidiva tumoral postrasplante (5, 10) .
El pronóstico del CHC se ha establecido sobre la base de diversos sistemas de clasificación (TNM, Okuda) que fueron revisados en la conferencia de la European Association for the Study of the Liver (EASL) del año 2000, celebrada en Barcelona. En ella se resaltó el valor pronóstico del estadiaje tumoral, el grado de afectación de la función hepática, el estado general del paciente y la eficacia del tratamiento. Estas cuatro variables son recogidas en los métodos de estadiaje actuales como el Cancer of the Liver Italian Program (CLIP), que combina cuatro variables y proporciona un sistema de clasificación en siete estadios, y el Barcelona Clínic Liver Cancer (BCLC) que usa también cuatro variables y presenta cuatro estadios tumorales (4) .
Se ha revisado retrospectivamente los resultados obtenidos en una serie amplia de pacientes trasplantados de hígado por CHC con el objetivo analizar la supervivencia a largo plazo los factores que determinan el riesgo de recidiva tumoral en el periodo postrasplante.
PACIENTES Y MÉTODOS Pacientes
En este estudio retrospectivo se han incluido los pacientes trasplantados de hígado entre 1989 y 2003 en un hospital universitario con diagnóstico pretrasplante o postrasplante de CHC. Las indicaciones de trasplante para los pacientes con CHC se adecuaron estrictamente desde 1996 a los criterios de Milán (11) . Entre 1989 y 1996 la selección de candidatos se había realizado según límites muy similares (12), adoptados por la generalidad de las unidades de trasplante. Quedaban excluidos los pacientes con tumores de gran tamaño (más de 6 cm), los multinodulares (4 nódulos o más) y aquellos con signos de invasión vascular o diseminación extrahepática (3, 4) . A partir de 1996 en sólo tres pacientes con tumores entre 5 y 6 cm se aceptó su inclusión en lista de espera tras una sesión de quimioembolización que logró reducir su tamaño. Fueron incluidos en este estudio aquellos pacientes con diagnóstico histológico de CHC en el explante hepático, no conocido antes del trasplante (CHC incidental).
Diagnóstico
El diagnóstico del CHC siguió las recomendaciones que fueron consensuadas en la conferencia de Barcelona sobre CHC del año 2000 (4), que aúnan criterios histoló-gicos, elevación de alfafetoproteína y técnicas de imagen.
Antes de ser incluidos en lista de espera se realizó un exhaustivo estudio de extensión (ecografía doppler, TC torácico y gammagrafía ósea) para descartar diseminación extrahepática.
Variables analizadas y análisis estadístico
Las variables analizadas en el estudio incluyen: edad, sexo, etiología de hepatopatía de base (virus C, virus B, etílica y otras), número de nódulos, tamaño del nódulo mayor (en la pieza quirúrgica), signos microscópicos de invasión (vascular, capsular y linfática), diferenciación tumoral, éxitus del paciente, causa del éxitus, tiempo de evolución, recidiva tumoral y tumor incidental.
Se ha realizado un análisis descriptivo de la serie. Se ha utilizado la t de Student y el test de Fisher. El análisis de supervivencia se ha llevado a cabo según el método de Kaplan-Meier. Por último se ha hecho un análisis de regresión logística univariante y multivariante para obtener los factores de riesgo asociados a la recidiva postrasplante. El estudio se ha realizado con la ayuda del programa estadístico SPSS versión 8.1
RESULTADOS
Análisis descriptivo
Entre el año 1989 y noviembre de 2003 se han realizado 585 trasplantes ortotópicos de hígado. De ellos, 81 (13,8%) han sido en pacientes con CHC injertado. En 55 pacientes (67,9%) el tumor fue diagnosticado antes del trasplante y se confirmó en el explante. En los 26 restantes (32,1%) el CHC fue un hallazgo del estudio histopatológi-co (CHC incidental). Nueve pacientes fueron mujeres (11,1%) y 72 hombres (88,9%). La edad media fue de 53,8 ± 8,6 años con un rango entre 22 y 68 años. En la tabla I se exponen los resultados más relevantes de esta serie.
La etiología más frecuente de la cirrosis subyacente fue el virus de la hepatitis C (VHC), con un total de 41 pacientes (50,6%), seguida de la etílica (14; 17,3%), el virus de la hepatitis B (VHB) (9; 11,1%) y otras causas menos frecuentes (17; 20,1%).
En 10 pacientes (12,3%) se produjo recidiva tumoral. Veintiocho de los 81 enfermos (34,6%) han fallecido, 9 de ellos (32,1%) debido a recidiva tumoral. Un paciente sobrevive hasta la fecha con recidiva del CHC. Seis pacientes fallecieron por recidiva viral (21,4%), cuatro por sepsis (14,3%) y el resto por otras causas entre las que destacan disfunción primaria del injerto, rechazo crónico, fallo multiorgánico, muerte súbita, infarto de miocardio, hemorragia cerebral, hemorragia digestiva por varices y suicidio.
Análisis de supervivencia
La supervivencia de este grupo de pacientes fue del 80% al año del trasplante. En los años sucesivos se constata una disminución progresiva y se sitúa en el 61% a los 5 años y en el 52% a los 10 años. (Fig. 1) . La evolución de los pacientes con CHC incidental fue peor que la de los pacientes con CHC conocido pretrasplante, con un tiempo medio de supervivencia de 5 ± 1,18 y 7 ± 1,35 años, respectivamente (p = 0,0386), pero este factor no resultó con significación estadística en el análisis multivariante.
Los pacientes que presentaron recidiva tumoral (10 en total), tuvieron una evolución claramente desfavorable y la mayoría de ellos falleció en los tres primeros años postrasplante (Log-Rank p < 0,05). (Fig. 2) .
Análisis univariante
El análisis univariante de los factores de riesgo de recidiva postrasplante del CHC, confirió significación estadística a la invasión vascular, el tamaño del nódulo mayor y al grado de diferenciación histológica. La invasión linfática alcanzó sólo significación marginal pero se incluyó en el estudio multivariante.
En relación al grado de diferenciación, se observa sobre todo una marcada caída de la supervivencia en los tumores pobremente diferenciados, con una media de 9 ± 1,28 años en los bien diferenciados, 6,83 ± 0,73 años en los moderadamente diferenciados y 1,3 ± 0,68 años en los pobremente diferenciados (p = 0,0107).
Los pacientes con invasión vascular tuvieron mayor índice de recidivas (p = 0,007), lo que explica su menor supervivencia.
El tamaño del nódulo también ha mostrado significación estadística y, según el test de Student, el riesgo de recidiva fue más elevado en los pacientes con tumores de mayor tamaño (p = 0,001) (Tabla II). 
Análisis multivariante
El estudio multivariante mediante regresión logística, considerando como variable dependiente la recidiva postrasplante del CHC, identificó como factores de riesgo con carácter independiente y alta significación estadística el tamaño del nódulo (OR = 1,7944) (IC 95% = 1,1332-2,8413) y la invasión vascular (OR = 6,6346) (IC 95% = 1,4624-30,1003) (Tabla III).
DISCUSIÓN
El CHC es el tumor maligno más frecuente del hígado y está ligado claramente a la presencia de cirrosis hepáti-ca. En los últimos años se ha registrado un importante incremento en su prevalencia motivado por múltiples factores, como la mayor supervivencia de los pacientes con cirrosis, el desarrollo de las técnicas de imagen, y el establecimiento de programas de seguimiento (13) .
En Europa el 85-90% de los CHC aparecen sobre cirrosis hepática (14) (15) (16) . En este grupo de pacientes el trasplante de hígado es el tratamiento de elección (4). Las elevadas tasas de recidiva tumoral descritas en las etapas iniciales (32-54%) y las bajas tasas de supervivencia consecuentes (< 40% a los 5 años) condicionaron una revisión de los criterios de trasplante en estos pacientes. Se limitó el tamaño y el número de nódulos y se excluyó para trasplante aquellos casos con invasión vascular macroscópica o diseminación extrahepática. Esta práctica clínica quedó consolidada en los llamados criterios de Milán (11, 17, 18) , con los que se comunicaron tasas de supervivencia del 70% a los 5 años y porcentajes de recidiva inferiores al 15% (3, 4, 18) , cifras estas similares a las obtenidas en nuestra serie.
En nueve pacientes la causa de la muerte fue la recidiva tumoral, representando un 32% de todas las causas de éxi-tus en este grupo. La segunda causa de fallecimiento fue la recidiva viral, sobre todo debida a virus C. Estos datos son similares a los publicados por otros autores (19) .
La incidencia de CHC no conocido previamente (incidental) es bastante discordante según la bibliografía, y oscila entre un 15-50% (19) (20) (21) (22) . En la serie de nuestro hospital ha sido del 32,1%. A pesar de que en este estudio se describe una menor supervivencia para los pacientes con CHC incidental, esta condición no se ha demostrado significativa en los análisis univariante y multivariante.
Los pacientes con recidiva tumoral ven reducida drásticamente su supervivencia. El análisis univariante revela tres parámetros asociados con esta complicación: la invasión microscópica vascular, el tamaño de los nódulos y la diferenciación histológica. Estas variables ya han sido validadas y citadas como tales factores de riesgo por otros autores (13, 19, (23) (24) (25) . En el análisis multivariante tan sólo el tamaño de los nódulos y la invasión vascular han sido demostrados como factores de riesgo independientes, en coincidencia con los análisis realizados por otros autores (13, 19, 23, 26) . La invasión vascular microscópica constituye un factor de alto riesgo de recidiva tumoral, se ha asociado con una reducción de la supervivencia y debe considerarse un elemento clave en el desarrollo de estrategias que prevengan la recurrencia tras el trasplante (26) . De hecho, algunos estudios se han dirigido a encontrar marcadores que ayuden a seleccionar a pacientes con alto riesgo de presentar invasión vascular (27) .
El tamaño de los nódulos tumorales ha sido considerado por algunos autores como predictivo de recidiva y supervivencia (28, 29) , mientras en otras series no se ha logrado establecer esta relación, en parte debido a problemas de tamaño muestral (13, 30) . Debe tenerse en cuenta que en este estudio el tamaño de los nódulos analizado fue el obtenido a partir de los explantes. Esto aumenta la precisión del análisis de interacción entre tamaño y riesgo de recidiva, pero su valor queda lastrado por las reconocidas discrepancias con las técnicas de imagen, en las que por lo general y en un porcentaje respetable, el estadio tumoral resulta infraestimado.
Por lo tanto, como conclusiones, los resultados de este estudio demuestran que con los criterios actuales de selección de candidatos, la recidiva tumoral es poco frecuente. La invasión vascular microscópica y el tamaño de los nódulos permiten predecir con bastante fiabilidad un mayor riesgo de recurrencia. Este grupo de pacientes de mal pronóstico puede beneficiarse de pautas de inmunosupresión más adecuadas, en el marco de estudios clínicos controlados, y de un seguimiento clínico más intensivo. 
